


























 Gene tra,p construc七 trapped huma,n L protein
homologous gene which expression is modu-
lated by c-myc over expression in murine
erythroleukemia cells.








 癌遺伝子 c-myc はアフリカ型バーキッ トリ ンパ腫の発症に深く関与 し, 生体内においても細
 胞増殖, 分化, アポトーシス, 個体発生といった様々な場面で重要な役割を担っていることが明
 らかになっている。 しかし。-myc の多様な作用にもかかわらず, 作用の詳細な分子機構は依然
 不明な点が多 い。 近年の研究から c-myc の構造的特徴が明らかとなり, c-myc の働きの一部が遺
 伝子の転写調節を介 して行われていることが想定されている。 これと呼応 して Prothymosin α,
 omithine decarboxylase (ODC), ECA39 といった c-myc に制御される標的遺伝子がいくつか
 報告されているが, c-myc の役割を説明するにはまだ不十分である。 そこで私は c-myc に制御さ
 れる遺伝子を ジーン トラッ プ法という新しい方法を応用 して単離 しよう と考え た。 ジーン トラッ
 プ法はショウジョ ウバエやマウスにおいて発生段階特異的に発現する遺伝子を単離する方法とし
 て広く使われてきた。 私はこれを赤芽球細胞株であるマウス赤白血病 (MEL) 細胞に応用し,
 細胞内で c-myc が高発現 した時に特異的に発現の上昇する遺伝子を単離する系を開発 しょうと
 試みた。
 まず熊本大学遺伝発生研究所の山村研一先生より頂いた ジーン トラップベクター U2 をもとに,
 3種類の トラップベクターを構築 し, 電気穿孔法で MEL 細胞に導入 して効率を比較した。 従来
 型のジーントラップベクター, pGTSA-U2-tk と, レポーター (1acZ) とスプライシングアクセ
 プターの間に レポーターの翻訳効率を上げる 目的でマウス脳心筋炎ウイ ルスの cap-independen七
 七ranslation element (CITE) を挿入 した新 しいタイ プのジーン トラップベクター pGTSA-CITE-
 tk でトラップのおこった頻度 (安定形質転換株中の X-ga1 染色陽性株数) を比較した。 意外な
 ことに CITE の有無にかかわらず 0.7%であった。 また得られる安定形質転換株数も 5～6×10幸
 6株/10μg DNA で変わらなかった。 しかし CITE をもつ株では持たない株に比べβ一ga1 活性が
 高い傾向にあ り, CITE がMEL 細胞内でも機能していることがわかった。 3'側にある選択マー
 カーのポリ (A) 付加シグナルを欠損させたポリ (A) トラップベクター pGTSA-CITE一△tk では
 トラップの頻度は pGTSA-U2-tk の 3.4 倍に上昇したが, 得られる安定形質転換株の数は 80 分の
 1に落ちた。 そこで, pGTSA-CITE-tk を使って安定形質転換株を得, さらに トラップのおこっ
 た株をβ一ga1 活性を検出する fiuorescein di一β一galactopyranoside (FDG) で生体染色して
 FACStarPLUS のソーティ ングにより分取することにした。 このような方法により1回のソーティ
 ングで 92%の純度で トラッ プのおこった株を得ることができるよう になった。
 次に, この系を使って c-myc の高発現時にレポーター活性の上昇する株の探索に着手した。
 ヒ トメ タロチオネイ ンプロモーターにつないだラット c-myc をあ らか じめ MEL 細胞に導入 して,
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 亜鉛添加により誘導できるように した MEL38-2 株に pGTSA-CITE-tk を導入 し, 上記の方法で
 トラップのおこった株を 245 株樹立 した。 それぞれについてβ一ga1 アッセイ を行い, 亜鉛添加の
 有無によりβ一ga1 活性が変化するかをみた。 その結果, 245 株中1株 (B15株) で亜鉛添加によ
 りβ一ga1 活性が L3 倍に上昇 した。
 B15 株は増殖速度, 分化能とも親株 (MEL38-2 株) と変わりなく, 限界希釈法で樹立した 24
 個のサブクローンも亜鉛添加によりβ一ga1 活性が平均 L3 倍に増加 したことから, B15 株は亜鉛
 添加によりβ一ga1 活性の上昇する株であると結論 し, 5'一RACE (rapid amplification of cDNA
 end) 法により トラップした遺伝子を同定した。 また, 同時にジーンウォークによりベクター挿
 入部近傍のゲノ ム配列を決定した。 pGTSA-CITE-tk はB15 株中, 1コピー, 5塩基の欠損をもっ
 てゲノムに挿入されていた。 ベクター挿入部の 5'上流の配列は得られた断片で一致 しており,
 ヒトの核内蛋白である protein しに最も相同性が高かった。 配列中のエクソンと予想される配列
 を比較する と, 154 塩基中 141 塩基 (92%) がヒトpro七ein しと一致 し, トラップした遺伝子は
 ヒトprotein しのマウス相同遺伝子であると考えられた。 B15 株でのノザンブロッ トでは, lacZ
 とのキメラと予想される 6kb のシグナルは亜鉛添加により増強するものの, 内因性と考えられ
 る 2kb のシグナルはかえって減少 し, 複雑な制御を予想させた。
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 審査結果の要旨
 癌遺伝子 c-myc はアフリカ型バーキッ トリンパ腫の発症に深く関与 し, 生体内での多様な作
 用にもかかわらず作用の詳細な分子機構は不明な点が多い。 著者は c-myc に制御される遺伝子
 を単離することでこの機構解明にアプローチしょうと考えた。 発生段階特異的に発現する遺伝子
 を単離する方法と して広く使われてきた ジーン トラッ プ法を赤芽球細 胞株であるマウス赤白血病
 (MEL) 細胞に初めて応用 したものであ る。
 まず3種類の トラップベクターを構築 した。 従来型のジーントラップベクター pGTSA-U2-tk
 と, レポーター (1acZ) とスプライシングアクセプターの間にマウス脳心筋炎ウイルスの cap-
 independent 七ransla七ion eleme煎 (CITE) を持つ新しいタイプの ジーン トラップベクター
 pGTSA-CITE-tk でトラップのおこった頻度 (安定形質転換株中の X-ga1 染色陽性株数) を比較
 したところ, CITE の有無にかかわらず 0.7%であった。 得られる安定形質転換株数も 5～6×10
 毒6 株/10μg DNA と変わらなかったが, CITE をもつ株では持たない株に比べβ一gal 活性が高
 かった。 さらに トラップのおこった株をβ一ga1 活性を検出する fluorescein di一β一galactopyrano
 side (FDG) で生体染色 して FACS によるソーティングで分取すると, 1回のソーティングに
 より 92%の純度で トラップのおこった株を得ることができることが明らかとなった。 次にこの
 系を使って c-myc の高発現時にレポーター活性の上昇する株を探索した。 ヒ トメタロチオネイ
 ンプロモ一夕ーにつないだラット c-myc をあらかじめ MEL 細胞に導入 し, 亜鉛添加により誘導
 できるようにした MEL38-2 株に pGTSA-CITE-tk を導入 し, 上記の方法で トラップのおこった
 株を 245 株樹立した。 このうち1株 (B15 株) で亜鉛添加によりβ一gal 活性が L3 倍に上昇した。
 そこで51-RACE (rapid amplification of cDNA end) 法によりトラップした遺伝子の部分配
 列を, またジーンウォークによりベクター挿入部近傍のゲノ ム配列を決定 した。 得られた配列は
 ヒトの核内蛋白である protein しに核酸 レベルで 92%と高い相同性を示 し, トラップした遺伝
 子はヒト protein しのマウス相同遺伝子であることが明らかとなった。 B15 株でのノザンブロッ
 トでは, lacZ とのキメラと予想される 6kb のシグナルは亜鉛添加により増強するものの, 内因
 性と考え られる 2kb のシグナルはかえって減少 し複雑な制御を予想させた。
 以上の研究成果は学位に値する ものであ る。
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